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Schnelltest zur 



Diagnose der Alzheimerschen Erkrankung 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Diagnose 
der Alzheimerschen Erkrankung Oder eines Fruhstadiums oder ez- 
ner Prftdisposition fur diese Erkrankung. das auf der quantzta- 
tiven Bestimmung mitogen exprimierbarer oberf lachenmarker . 
vorzugsweise CD69, peripher zuganglicher Zellen. z.B. Hautzel- 
ien Oder Ly^hozyten, (a) vor und (b) nach mitogener Stimula- 
tion erfolgt, wobei ein bestimmter Stimulation S index a = b ezn 
Anzeichen fur Alzheimersche Erkrankung Oder ein Fruhstad.um 
Oder eine Predisposition fur diese Erkrankung ist. Die vorlze- 
gende Erfindung betrifft aucb Kits, die zur Durchfuhrung des 
erfindungsgem&Sen Diagnoseverf ahrens geeignet sznd. 

Die Diagnose der Alzheimerschen Erkrankung ist mit klinischen 
Mitteln sowie den zur Verfugung stehenden paraklinischen und 
apparativ-technisohen Methoden allein nicht mit letzter Sz- 
cherheit zu stellen und bedarf daher stets der autoptzschen 
verifizierung. Jnsbesondere in Fruhstadien der Erkrankung zst 
die differentialdiagnostisohe Abgrenzung anderer Demenzursa- 
chen oft schwierig. Gerade in diesen fruhen Phasen der Erkran- 
kung ist jedoch eine sichere Stellung der Diagnose aus zwezer- 
lei GrOnden wiohtig. Sie erlaubt zum einen die diagnostzsche 
Abgrenzung potentiell behandelbarer Demenzformen und kann dze- 
se damit einer effektiven Therapie zuftihren, zum anderen zst 
sie Voraussetzung fur Jegliche Form der therapeutisohen Inter- 
vention in den Prozess der Keurodegeneration der Alzhezmer- 
schen Erkrankung, der nur in diesen Fruhstadien erfolgrezch 
sein kann. Eine derartige diagnostische sioherheit kann .nur 
duroh Biomarker der Alzheimerschen Erkrankung, d.h. durch 
leicht zu bestimmende biologische Veranderungen mit ezner fur 
die Erkrankung hinreichenden Sensitivitat und Spezifitat, ge- 
leistet werden. 
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Biomarker der Alzheimersohen Erkrankung haben damit zum einen 
diagnostischen Wert, und sollen hierbei insbesondere half en. 
Risikogruppen bzw. Patienten in praklinisohen Stadien und frtt- 
hen klinisohen Stadien sioher zu identif izieren. Zum anderen 
dienen Biomarker der Verlauf skontrolle und damit der Prognos- 
tik sowie der Kontrolle der Ansprechbarkeit auf therapeutisohe 
interventionen. Ideale Biomarker sollten bestimmten theoreti- 
schen und praktisohen Anf orderungen genugen. Hierzu geheren 
insbesondere eine hohe Spezifitat und Sensitivitat, die Fahig- 
keit, praklinisehe Stadien zu identif izieren, sowie ein hoher 
positiver und negativer Vorhersagewert . Die Bestimmung der 
Biomarker sollte magliohst nioht-invasiv sein und den Patxen- 
ten nioht belasten Oder angstigen. Die Analysen sollten prezs- 
wert sein und sioh einfaoh. magliohst unter Bedingungen der 
Hausarztpraxis, durohfUhren lessen. Leider genttgt keiner der 
derzeit bekannten Biomarker der Alzheimersohen Erkrankung den 
o g. Anf orderungen. Insbesondere aufgrund der geringen Sensi- 
tivitat und Spezifitat der bekannten Biomarker sind dzese als 
diagnostisches Hilfsmittel ungeeignet. Andere diagnostisobe 
Untersuohungen mit hoherer Sensitivitat und Spezifitat erfor- 
dern aufwendige teohnisohe Voraussetzungen und sind daher 
nioht zum dezentralen Einsatz an einer groSeren Patientengrup- 
pe geeignet. 

Somit liegt der Erfindung im wesentliohen das teohnisohe Problem 
zugrunde, ein einfaohes Verfahren zur Diagnose der Alzheimer- 
sohen Erkrankung bereitzustellen. das die Diagnose der Alzhez- 
me rschen Erkrankung, die Erfassung von praklinisohen Erkran- 
kungsphassn sowie die dif f erentialdiagnostisohe Abgrenzung der 
Alzheimersohen Erkrankung gegen andere Demenzen mit ausrez- 
chender Sensitivitat und Spezifitat erlaubt . 

Die LSsung dieses technisohen Problems wurde duroh die Bereit- 
stellung der in den Patentanspruohen gekennzeiohneten AusfOh- 
rungsformen erreicht. 
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Bs konnte ein Diagnoseverfahren entwickelt werden. das auf der 
Bestimmung dee mitogenen Index (Aktivierungsindex, an per.pber 
suganglichen Zallan. wie Hautzallan oder Blutlympbozyten. das 
Patientan -It und obne mitogener Stimulation beisp.elswe.se 
nacb irmnuno-magnetiscber Zellseparation basiert. Dia Akt.v.e- 
^ diaser Zellen geht It der Oberf iachenprasantat.cn von 
Aktivierungsmarkern einber. die *uantitativ nachgewiesen war- 
den konnen, vorzugsweise anhand von Antigen- Ant rkorper- 
Wecbselwirkungen, wobei vorzusgweise It Antikarpem bescbrcb- 
tete magnetiscbe Partikeln verwendet werdan, was dre magnet.- 
S che zellseparation und anscbliefiende Quantif izierung der An- 
z abl der Zellen erlaubt, die diesen oberf lacbenmarker vor und 
nacb mitogener Stimulation tragen. Dieses Merkmal zeigt er- 
krankungsspezifische Abweicbungen vom Kormalberund . Das erfrn 
du„ g sgema 6 e Verfahren erlaubt somit die Dzagnose der Alzber 
JsLn Erkrankung, die Erfassung von praklinischen Erkran- 
kungspbasen sowie die dif f erentialdiagnostische Abgrenzung der 
Alzheimersohen Erkrankung gegen andere Demenzen. 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung ein verfahren zur Di- 
agnose der Alzbeimerscben Erkrankung oder eines Erubstadrums 
de einer Pradisposition far diese Erkrankung anband e.ner 
Pro be von einem Patienten, wobei dieses Verfahren dre folgen- 

den Schritte umfasst: „ . 

( a, mitogene Stimulation der peripber zuganglrchen Zellen 

in der Probe; 

,b) guantitative Bestimmung der mitogen stimulxerten Zellen 
innerhalb der Zellpopulation vor und nacb Schritt <a> an- 
nand von einem oder mebreren nacb mitogener Strmulat.on 
exprimierten oberf lacbenmarkern, wobei die Oberf lachenmar- 
ker tragenden Zellen von den keinen Oberf lacbe^rkez : tra- 
g enden Zellen unter Verwendung von gegen dre oberfiachen- 
markar gerichteten Antikfirpem separiert werden; und 
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(cl Bestir des S ti»ulationsinde* als Verbaitnis der *n- 
iahl der den Oder die oberfiacnenfiachen.arker tragenden 
Zellen vor und nach Schritt (a) , 

wobe eL - aas io - fache - .r; 

: : das 100- f acbe der unsti^lierten Kontrollprobe — 
ein anzeicben fur eine Alzbei-aersche ErKranKung Oder 
stadium s Oder eine Proposition fur diese ErfcranKung „t. 

Der F acb»ann Kennt .eei.nete —en, » * 

ge^e Verfanren geeignete Patientenproben zu erbalten «rf dre 
Ltogen stiraulierbare Zellen in ausreichende. Ma* -thalten. 
mitogen Probe n Hautgewebeproben , Blut- 

b eispielsweise sind geergnete Proben g 
proben, vorzugsweise von venosem Blut, Zellen 
cerebrospinal, sowie Zellen aus Urrn. 

riumcitrat oder Heparin. 

.„ nia(mose der Alzheimerschen Er- 
ner hier verwendete Begrxff „Diagnose ae 

, fMBt auch die verlaufskontrolle und scnxt Prog- 
kr ankung« u.fasst auch d therapeutisc her MaSnahmen 

nostik, die Kontrolle der Effizien Erkra nkung 
und die differentialdiagnostische Abgrenzung der 

von anderen Demenzen. 

Der h ier verwendet Begriff .peripher zuganglicbe Zellen" be- 
zieht sicb auf Zellen, die obne operative Eingriffe, oder aber 

^La Lasiv de* »enscnlioben Organises entnon.en werden 
rrrld dazu «U. beispielsweise Hautzellen - 

rder peripberen Bints, wobei letztere far das erf zndungsge- 

maSe Verfahren bevorzugt sind. 
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Die mitogens Stimulation sur Erzielung der Expression der Ex- 
pression von obermcnenmarkern kann durcb bekannte St*»ulato- 
rel erfolgen. wie .... PhytonSmagglutinin (KM . Prolan A, 
2 oL andere tropbisob oder mitogen wirkende Verbrndung en 
Pie Stimulation kann durob zugabe der Einzelverbrndungen oder 
durch kombinierte Zugabe erfolgen. 

Der rachmann kennt geeignete experimented Bedingungen «r 
eL solche Stimulation, z.B. hinsiebtlieb der Konzentratron 

z. - — r 

DieKonzentrationen der jeweiligen Stimulatronsagen- 

r .out. r r rc:": 
::\rB™ 0 ;^ - ^ — - 4 — r 

. „ f , irh na0 h der Geschwindigkeit der Expos- 
tulation rrcbtet ^ bestinmte man- 
sion des zu untersuohenden Molekuls. Fu 

lw „ aK-r auoh Stimulationszeiten von 2 bxs 24 sun 
chungen konnen aber auoh ^ gtiimlati . 

„v, ™i me te oberfiachenmarker, anhand 

Der Fachmann kennt auch geeignete u 

derer sicb eine mitogene Stimulation manif estrert. z.B. CD69, 

" CD45KO. CD63 oder HIA-DR, wobei der oberriaehenmark er 
CD25, • erfindungsgemasen Zweeke 

™ r — t, — - ~- u r~rr 

stiiranten Oberf lachenmarkers , z.B. CDby, v 

SLu* -terer Subpopulatione, ... — - 

CD4 + - und/oder CD8 -und/oder CD19 

CD5 6 + ) Subpopulat ionen . 
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per stimulationsindex (Aktivierungsindex) ergibt sich aus de* 
verbaitnis der Anzahl der den oder die oberf lacnenroarker tra- 
ge „den Zellen vor und naeh Stimulation. Ein Stimulationsrnde*. 
der .aindestens das 10-faobe, .aximal das 100-facbe der unstx- 
mu lierten Kontrollprobe erreicht. stellt ein Anzeiohen fur e,- 
„e Alzheimersche Erkrankung oder eines Fruhstadiums Oder erne 
Predisposition fur diese Erkrankung dar. Ein Stittulatxonszn- 
d ex der weniger ale das 10-facne der unstimulierten Kontroll- 
probe betragt deutet nicbt auf Anzeiohen fur eine Alzbexmer- 
scne Erkrankung oder ein Erubstadiums oder eine Pradrsposrtron 
£te diese Erkrankung bin. Die Best™ der Oberf laefcenmarker 
tragenden Zellen kann naob ublicben Verfanren erfolgen, z.B.. 
Western-Blot, ELISA, RIA. FACS, LSC eto. 

vorzugsweise erfolgt zur Besti^ung der Oberf laehe^arker tra- 
ge nden Zelle deren Abtrennung von den keinen 

Oder andere oberf lachexuaarker tragenden Zellen anband eharak 
teristischer Zellmerkmale. 

In de, Diagnoseverfabren der vorliegenden Erfindung erfolgt 
di e separierung der O b erf lacben.arker tragenden Zellen von d n 
nicnt Oberfiachen.arker tragenden Zellen durcb 
gewunscbten o.erf lachenmarker gericbtete 

L es sie h bei den daf*r geeigneten AntikSrpern uz monoklona 
le , polyklonale oder synthetisehe Antikerper oder Fragment da 
von bandeln. m diese* Zusa— ang bedeutet der Begrrff „Frag- 
m ent» alle Telle des monoklonalen Antikorpers (z.B. Fab- Fv 

:;: r >. — - z 

topspezifitat wie der vollstandige Antikarper 
Herstellung solcber Frag.ente 1st de, Faobmann * 
gegen oberfiacbenmarker gericntete Antikarper sxnd auob 
Handel 'erhaltlich. 

In der eon meisten bevorzugten AusfOnrungsf orm des erfindungs- 
in aer am Oberf lachenmar- 

-gemafien Diagnoseverfahrens xst der (sina a 
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v r soezifisohen Antik5rper an magnetische Partial, bei- 

H To.Box 158 Sk*yen. ,-0212 Oslo. Korway, 

* Separation der Zellen -It den entsprechenden Oberflachen- 

Z*ZZ i— — *— —° n semaE 3angiser ver " 

fahren erlaubt. 

per sti^ulationsindex kann dann dadurcb bestir warden, dass 
die Zellzahl reohnerisoh ermittelt werden. 



ist und weni gS tens folgende Bestandteile enthalt: 
.«» Eine verbindung zur ndtogenen Strmulatron, 

Tdlstens einen gegen einen naob 
Urimierten Oberf lachenmarker gericbteten Antrkorper. 
rg:ri S e einen an ein »agneti S obe S Partikel gebundenen An- 
tikorper. 

• enthalt der erf indungsgemaSe Kit auSerdem 
Vorzugsweise entnalt aer 

(a) mindestens ein Reaktionsgef a£; 

fer zur Zell-Lyse; 
, o) einen Puffer zur Fixierung der Zellen; 
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(d) 



(e) 



Substanzen die far die quantitative Ermittlung der DNA- 
bzw. Proteinkonzentration erforderlich sind, sowie vor- 
gefertigte L6sungen zur Herstellung einer Eichkurve; 
einen Magneten zum Separieren der an die Magnetpartxkel 
gebundenen Zellen (enthalten sofern ein an ein magneta.- 
sches Partikel gebundener Antikorper eingesetzt wird) ; 



und 



(f) 



ein Reagenz zum Ablosen gebundener magnetischer Parti- 
kel (enthalten sofern ein an ein magnetisches Partikel 
gebundener Antikorper eingesetzt wird) 

In einer bevorzugten Ausfttbrungsf orm des erf indungsgemaSen 
Kits ist der Antikorper ein anti-CD6 9 -Antik6rper . Der Krt kann 
auE erde,n nocb zusatzlich Oder anstelle des antx-CD-69- 
Antikorpers einen anti-CD4- und/oder anti-CD8-Antikorper ent- 
halten . 

SchlieBlich kann der erf indungsgemafie Kit gegebenenfalls in 

— m z — = 

irrer^rpern, N a C h W eis m itteln f,r Proline d ,oder 
K ukleinsauren, z.B. einem interkalierenden Farbstoff etc., 
vorliegen. 



Bei spiel 

Besting des nitogenen stimulationsindex anband CD69 bei Pa- 
tienten nit Alzheimerscher Erkrankung 

Bestimmungen bisber bekannter Merkmale der Alzheimerschen Er- 
krankung, die sicb am lebenden Patienten durcbftthren lassen 
(Biomarker), zeigen nur eine ungenugende Sensrtxvrtdt und Spe- 
zifitat Oder sind aus Kostengrunden oder Grttnden des bohen 
Aufwandes der Testanordnung nicht fur Untersuobungen mrt boben 
Fal lzablen geeignet. Mit klinisoben Mitteln betragt dre dra- 
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^ostische Sicberheit nur 80% bis 90% und bereitet insbesonde- 
re in Erkrankungsfruhphasen dif f erential-diagnostische Schwre- 
rigkeiten. Die Erkennung von praklinischen Erkrankungsphasen 
lst aufgrund de S Fehlens eines geeigneten Biomarkers derzezt 
nicht moglich. 

pen neurodegenerativen Veranderungen liegen bei der Alzbeiraer- 
s cben Erkrankung gest6rte Prozesse der intrazellularen Ver- 
mi ttlung tropbiscber und .nitogener Signale zugrunde^ Dzese 
StSrungen der intrazellularen * 
auf das Nervensystem bescbrankt. Sie lassen srcb rn abnlxcber 
weise aucb an Hautzellen sowie an Byrcpbozyten des perrpberen 
Blutes dieser Patienten finden. Aufgrund ibrer Erkrankungsspe- 
sifitat besitzt diese VerSnderung diagnostiscben Wert und erg- 
net sich als Biomarker. 

X„ nacbfolgenden Beispiel erfoigte die Er.ittlung, ob die f^r 
die Alzbei:»erscbe Erkrankung typiscbe Strung 
laren Verraittlung tropbiscber und »itogener Signale vorlxegt 
dur cb i^uno-nagnetiscbe Zellseparation CD69 prSsentzerender 
Bymphozyten vor und nach mitogener Stimulation. 

Die Gewinnung des Blutes erfoigte durcb Venepunction unter 
Verwendung eines Blutentnabmesys terns der Pir.na SARSTEDT . Das 
Blut wird dabei wabrend der Entnab.e durcb i. Blutentnab»esys- 
t- integrierte Antikoagulantien, wie z.B. 
Katriuz.-Heparin stabilisiert . In dieser For, kann es 24 
Stunden bei Kaumtemperatur aufbewabrt werden. Dx. 
onsexperi.ente wurden in gut zu belflftenden 

Kie z.B. einer 24 well Suspension-culture-plate der Frr»a 
Gr einer bio-one durcbgef Ubrt . Dafnr »urden zu ^ 400,1 stabr- 
lisiertem Vollblut die Mitogene Pbytohaemagglutrnxn (PHA> . 
Protein A und Pokeweed-Mitogen (PWM) jeweils einzeln oder rn 
unterscbiedlicben Ko^binationen ein g esetzt. Die 
tionen der Jeweiligen Mitogene lag i» pbysiologrscben Berexcb 
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und betrug in diesem Beispiel fur PHA 12„g/ml. fur Protein A 
50W/UL und far PW »!• Stimulation erfolgte unter 

physiologischen Bedingungen bei 37»C und einer CO,- 
Konzentration von 5% in einem Begasungsbrutsehrank far eine 
Dauer von 4 Stunden. Jewells IOOmI das stimulierten Vollblutes 
warden mit versohiedenen antikdrper-beschiohteten Magnetpartr- 
toln inkubiert. In diesem Beispiel warden anti-CD4 sowie antr 
CDS besohiehtete Magnetpartikel dar Firma DYNAL verwendat. Die 
entspreohanden Magnetpartikel warden der jeweiligen Probe rm 
OberschuS (10M1 Magnetpartikel-Suspension) zagesetzt, urn erne 
vollstandige Isolation der entspreohanden Lymphozyten- 
Subpopulation zu gewahrleisten. Naoh einer Inkubationszait von 
30 Minuten bei 4°C warden die entsprechenda Lymphozyten- 
Sobpopulation magnetisoh separiert und naob darauf f olgenden 
Wascnsonritten in 100,1 definiertes Medium, in diesem Beispiel 
RPMI1640. versetzt mit 1% fdtalem Kalberserum (FKS) , aber- 
ftJhrt Das Abldsen der gebundenen Magnetpartikel erfolgte in 
diesem Beispiel unter Verwendung von jeweils 10,1 DETACHaBEAD 
der Firma DYNAL. Naoh einer Inkubationszeit von 45 Minuten be, 
Kaumtemperatur warden die abgelosten Magnetpartikel separiert 
and die Zellsuspension naoh mehr»aligem Wasohen in em defi- 
niertes Medium, in diesem Beispiel RPMI1640 aufgenommen. Duroh 
Zugabe eines spezifisohen Lysepuffers warden die Zellen aufge- 
sohlossen, die DNA mit spezifisohen DNA Farbstoffen, wie z.B. 
Ethidiunfcromid, Propidiumiodid, Aoridinorange Oder DAPI mar- 
kiert und diese im AnsohluS photometrisch guantif iziert . Unter 
verwendung der Proteinbestir-ungsmethode naoh Bradford warde 
der Proteingehalt der Proben vergliohen. Outer Verwendung von 
Eiohkurven warde aus dem DNA- und/oder Proteingehalt der Probe 
die zellzahl rechnerisch ermittelt. Diese Vorgehensweise er- 
iaubte einen direkten RaoksohluS auf die Zellzahl. Die Bereoh- 
nung des Quotienten aus der Zahl CD69 prasentierender Zellen 
vor und naoh mitogener Stimulation (Stimulationsindex) gab 
Au£ sohluss Ober Veranderungen mitogener stimulierbarkeit die- 
ser Zellen. 
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Ein Stimulationsindex, der mindestens das 10-fache, maximal 
das 100-fache der unstimulierten Kontrollprobe erreicht, ist 
ein Anzeichen fiir eine Alzheimersche Erkrankung oder ein Frtih- 
stadiums Oder eine Pradisposition fiir diese Erkrankung. ■ Ein 
Stimulationsindex, der weniger als das 10-fache der unstimu- 
lierten Kontrollprobe betragt, deutet nicht auf Anzeichen fur 
eine Alzheimersche Erkrankung oder ein Frtthstadiums oder eine 
pradisposition fiir diese Erkrankung hin. 

in einem weiteren Experiment erfolgte die Bestimmung des Pro- 
teingehaltes der Probe, sowie die Bestimmung des DNA-Gehaltes 
ohne Zugabe von DNA-f arbenden Substanzen zur quantitativen Er- 
mittlung der CD69-prasentierenden Zellen. In diesem Fall wurde 
die Absorption von DNA bzw. Protein von Licht einer bestimmten 
Wellenlange (z.B. 260 nm bzw. 280 nm) gemessen. 
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Patentanspruche 



1. Verfahren zur Diagnose der Alzheimerschen Erkrankung oder 
eines Fruhstadiums oder einer Predisposition fur diese Erkran- 
kung anhand einer Probe von einem Patienten, wobei das Verfah- 
ren die folgenden Schritte umfasst: 

(a) mitogene Stimulation der peripher zuganglichen Zellen 
in der Probe; 

(b) quantitative Bestimmung der mitogen stimulierten Zellen 
innerhalb der Zel population vor und nach Schritt (a) an- 
hand von einem oder mehreren nach mitogener Stimulation 
exprimierten Oberf lachenmarkern, wobei die Oberf lachenmar- 
ker tragenden Zellen von den keinen Oberf lachenmarker tra- 
genden Zellen unter Verwendung von gegen die Oberflachen- 
marker gerichteten Antikorpern separiert werden; 

(c) Bestimmung des stimulationsindex als Verhaltnis der An- 
zahl der den oder die Oberf lachenf lachenmarker tragenden 
Zellen vor und nach Schritt (a) , 
wobei ein Stimulationsindex, der mindestens das 10-fache, ma- 
ximal das 100-fache der unstimulierten Kontrollprobe erreicht, 
ein Anzeichen fur eine Alzheimersche Erkrankung oder ein Friih- 
stadiums oder eine Predisposition fur diese Erkrankung 1st. 

2. verfahren nach Anspruch 1, wobei die Probe eine Blutprobe 
ist und die Zellen Lymphozyten sind. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei der Oberf lachenmar- 
ker CD69 ist. 

4. verfahren nach Anspruch 3, wobei die CD69+-Zellen hinsicht- 
lich CD4 + - und/oder CD8 + -Subpopulationen weiter spezifizxert 
werden . 
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5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei vor 
Schritt (a) die Stabilisierung des Bluts durch eine oder meh- 
rere koagulationshemmende Verbindungen erfolgt. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei die Sti- 
mulation der Zellen durch PHA, Protein A oder PWM erfolgt. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Antikorper in Schritt 
(b) an magnetische Partikel gebunden sind und die Separation 
uber immuno-magnetische Separation erfolgt. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei der Sti- 
mulations index uber die Bestimmung des Proteingehalts und/oder 
Nukleinsauregehalts der Oberf lachenmarker tragenden Zellen vor 
und nach Schritt (a) bestimmt wird. 

9. Kit zur Diagnose der Alzheimer schen Erkrankung oder eines 
Friihstadiums oder einer Predisposition fur diese Erkrankung, 
wobei der Kit folgende Bestandteile enthalt: 

(a) Eine Verbindung zur mitogenen Stimulation; und 

(b) mindestens einen gegen einen nach mitogener Stimulation 
exprimierten Oberf lachenmarker gerichteten Antik5rper. 

10. Kit nach Anspruch 9, der auSerdem enthalt: 

(c) eine koagulationshemmde Verbindung; und/oder 

(d) einen Puffer zur Zell-Lyse. 

11. Kit nach Anspruch 9 oder 10, wobei der Antikorper ein an 
ein magnetische Partikel gebundener Antikorper ist. 

12. Kit nach einem der Anspriiche 9 bis 11, wobei der AntikSr- 
per ein anti-CD6 9 -Antikorper ist. 

13. Kit nach einem der Anspriiche 9 bis 12, der aufierdem' einen 
anti-CD4- und/oder anti-CD8 -Antikorper enthalt. 
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